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A MUNKA ELOZMENYEL KITUZOTT CELOK

Hazankban a napraforgd termesztése soran fellépd betegségek koziil jelentds terméskiesést
idézhet el6 a Plasmopara halstedii, a napraforgd-peronoszpoéra. Irodalmi adatok szerint a korokozo
széles gazdanovénykorrel rendelkez6 fajkomplexum, mely az Asteraceae-csaladon beliil szamos
gazdanovényt fertdz. Igy példaul, a termesztett napraforgd mellett fertézi a nalunk is gyakori
gyomnovényként ismert parlagfiivet (Ambrosia artemisiifolia L.), szerbtovist (Xanthium
strumarium L.) és ivat (lva xanthifolia Nutt.). A talajbol fert6z6 biotrof koérokozd a ndvény
szisztemikus megbetegedését okozza, melynek kovetkeztében a ndvény torpiil, virdgzata sterillé
valik, illetve 1éha kaszatot fejleszt. A beteg névény nem gyogyithatd. A napraforgd-peronoszpora
ellen csavazassal és a genetikai rezisztencia egyiittes alkalmazasaval lehet eredményesen védekezni.

A korokoz6 az 1940-es évekre tehetd eurdpai elterjedését kovetden hosszu ideig patologiailag
egységes volt, azonban a rezisztens fajtak megbetegedése 0j patotipusok kialakulasat jelezte.
Elészor Amerikaban, a hetvenes években, majd ezt kdvetden, egy évtizeddel késébb Europaban is
Uj patotipusokra (rasszokra) figyeltek fel. Mara vilagviszonylatban t6bb mint 30 féle patotipust
azonositottak, mig hazankban eddig 6t jelenléte ismert. A korokozd nagyfoku valtozékonysaga a
termesztésbe keriilt, egyre ujabb rezisztenciafaktorokat tartalmaz6 fajtdk okozta szelekcids
nyomassal hozhat6 6sszefiiggésbe.

Emellett a P. halstedii populacioiban egy masik jelentés valtozas is végbement, ami az
altalanosan hasznalt metalaxil hatéanyaggal szembeni toleranciaban nyilvanult meg. Ezt a
hatékonysagcsokkenést elészor Franciaorszagban és Eszak-Amerikaban, majd Spanyolorszagban és
Németorszagban is bizonyitottak.

A korszeri novénytermesztéshez hosszii tavon elengedhetetlen a korokozo helyi
populacioinak ismeretére alapozott fajtavalasztas. A populaciok virulenciafenotipus-osszetételének
meghatarozasat, tovabba nemzetkozi Osszehasonlitasat egy széles korben elfogadott, egységesitett
eljaras tette lehetévé. A moddszer meghatarozott differenciald vonalak fertézésre adott valaszan
alapszik. A vizsgalat azonban id6-, hely- és munkaigényes. Nehézséget jelent még, hogy
folyamatosan gondoskodni kell a differenciald vonalak tiszta fenntartasar6l is, valamint a
kiértékelést olykor neheziti a kornyezeti koriilmények fiiggvényében valtozo, nem tipikus ndvényi
valasz is.

A molekuldris bioldgia eszkoztaranak fejlodése lehetdvé tette a ndvényi koérokozok
molekularis szintli tanulmanyozasat. A fenotipusos jellemzésen tul napjainkra a genetikai
variabilitas  vizsgalata egyre szélesebb korben valt kivitelezhetové. A P. halstedii
valtozékonysagarol molekularis szinten keveset tudunk. Korabbi RAPD- (Randomly Amplified

Polymorphic DNA) és RFLP- (Restriction Fragment Length Polymorphism) vizsgalatok alapjan a



korokozo populacioira alacsony genetikai valtozékonysag jellemzd, mikdzben a természetben egyre

nagyobb szdmban jelennek meg valtozatos virulenciakarakterekkel jellemezhetd izolatumok.

Munkam soran arra torekedtem, hogy genetikai és molekularis megkozelitéssel jellemezzem a

hazankban napraforgon ¢éloskodé P. halstedii korokozo valtozékonysagat, valamint az tjabb

valtozatok nyomon kovetésére molekularis mddszereken alapuld, megbizhatd eljarast talaljak.

Ennek eléréséhez az alabbi kdzvetlen célokat tiiztem ki:

Hazai és kiilfoldrdl szarmazo P. halstedii izolatumok virulencia-fenotipus meghatarozasa és
kivélasztasa a tovabbi vizsgalatokhoz;

Szerbtovisrdl gytjtott Plasmopara sp. izolatumok fenotipusos jellemzése: virulencia-
fenotipus, morfologiai jellemzok, zsirsavmintazatok elemzése, metalaxilérzékenység-
vizsgalat, valamint patogenitasvizsgalatok;

Genetikailag ~ tiszta  egysporangium-tenyészetek  eldallitasa,  felszaporitasa  és
virulenciakarakteriik fenotipusos jellemzése;

A napraforgordl és szerbtovisrl szarmazd Plasmopara-populaciok valtozékonysaganak
vizsgalata nukleinsav alapu RAPD-, iSSR- (inter Simple Sequence Repeat) és S-SAP-
(Sequence Specific Amplified Polymorphism) modszerek alkalmazasaval,

A korokozok fajszintli azonositasanak megerdsitéséhez I1TS- (Internal Transcribed Spacer)
¢és LSU- (Large Subunit) szekvenciak meghatarozasa és jellemzése;

Izoenzimmintazatok jellemzése a populacios valtozékonysag nyomon kdvetésére.



ANYAG ES MODSZER

A Plasmopara-izolatumok és fenotipusos jellemzéik

A magyarorszagi napraforgordl és szerbtovisrdl gylijtott szantdfoldi izolatumok a Szent Istvan
Egyetem Novényvédelemtani Tanszék gytlijteményébdl szarmaztak, a kiilfoldi izolatumok forrasa a

Hohenheim Egyetem Botanikai Intézetének gyljteménye.

A napraforgordl szarmazd izolatumokat az altalanosan fogékony, rezisztenciagént nem
tartalmaz6 GK-70 szabad elviragzasu napraforgéfajtan, a szerbtovisrdl gyijtott izolatumokat pedig
a HA-335 beltenyésztett vonalon szaporitottam fel, Cohen ¢és Sackston (1973) modszerét
alkalmazva. Genetikailag tiszta tenyészeteket Spring és munkatarsai (1998) egysporangium-
izolalasi modszere alapjan hoztam létre, amit teljes csirandvény fert6zésével felszaporitottam. A
patotipus-azonositast a nemzetkozileg -elfogadott differencidlo fajtasor fert6zésre adott
rezisztencia/fogékonysagi reakcioi alapjan hataroztam meg a Tourvieille és munkatarsai (2000) altal

kidolgozott médszerrel.

A szerbtovisrdl szarmazo izolatumok patogenitasat a korokozo izolalasi helyén gyiijtott X,
strumarium terméseib6l nevelt novények fertézésével igazoltam. A patotipus meghatarozashoz a
napraforgd differencialo vonalakat hasznaltam. A metalaxil-érzékenységi vizsgalatot sziklevél-
fertdzéses és teljes csiranovény-fertdzéses modszerekkel végeztem Rozynek és Spring (2001)
modszere Szerint. A szerbtovisrdl szarmazo izolatum zsirsavmintazatat frissen sporulaltatott
mintakbol Spring és Haas (2002) modszere alapjan jellemeztik. A zsirsavkivonast és a
gazkromatografias vizsgalatot a Hohenheim Egyetemen végeztik. A zsirsavosszetétel-mintazatot
Spring és Haas (2002) altal publikalt kiilonb6z6é foldrajzi eredetii, napraforgon szaporitott P.

halstedii-mintak atlagaéhoz viszonyitottuk.

Nukleinsav alapu polimorfizmus Kimutatasa

DNS-kivonashoz mintanként 25-30 mg sporangiumot hasznaltam fel. A sporangiumok
roncsolasat IKA ultra turrax késziilék segitségével végeztem. A teljes nukleinsav kivonasara a

Genomic DNA Purification Kitet hasznaltam (Fermentas) a gyarté altal megadott leiras szerint.

A RAPD-vizsgalathoz 0sszesen tiz, a hazai 6t patotipust képviseld izolatumot valasztottam
ki. Az UBC (University of British Columbia, Kanada) 100-as és 700-as primersorozatabdl 66 féle,

tiz nukleotid hosszisagu inditoszekvenciat hasznaltam, a PCR-hez sziikséges egyéb Gsszetevok a
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Fermentas cégt6l szarmaztak. A PCR-terméket Biometra Thermocycler3 késziiléken szaporitottam
fel, majd UV-atvilagitdo késziiléken szemrevételeztem. Statisztikai szamitashoz binaris koddal
értékeltem a termék meglétét vagy hianyat. Az izolatumokat MDS- (MultiDimensional Scaling

Analysis) modszerrel értékeltem az SPSS 8.0 szoftver segitségével.

Az iISSR-vizsgalatot magyarorszagi, német, francia és egy amerikai terméhelyrél szarmazo
szant6foldi  izolatumokon, illetve azok egysporangium-tenyészetein végeztem, melyek
napraforgordl, éveld napraforgordl és szerbtovisrdl szarmaztak. Hét mikroszatellit primert:
(CAC)4RC, (GTG)s, (GATA)4, (GT)7YG, (GAG)4RC, (GTC)s, (CT)sT, valamint M13 és T3B

miniszatellit primereket hasznaltam Intelmann és Spring (2002) alapjan.

A napraforgbéroél szarmazdé Plasmopara-izolatumok teljes ITS-bazissorrendjének
meghatarozasat M. Thines-sel (Hohenheim Egyetem, Németorszag) k6zosen végeztem (Thines és
Komjati és munkatarsai (2007) alapjan tortént. Szerbtovisrdl €s napraforgordl szarmazéd izolatumok
ITS-szakaszainak restrikcios mintazatat ITS-RFLP- (ITS-Restriction Fragment Length
Polymorphism) modszerrel hasonlitottam Gssze. Az ITS-régi¢ felszaporitasa soran kapott PCR-
termékeket 11 féle enzimmel hasitottam: EcoRI Hindlll, BamHI, Avalll, Hinfl, Hin6l, EcoR5, Mbil,
Pstl, Smal, és Cfr13I a gyart6é (Fermentas) atmutatasa szerint.

Retrotranszpozon LTR- (Long Terminal Repeat) régio meghatarozasat a reverz
munkatarsai (1992) modszere alapjan, majd kromoszdmasétalas-modszerrel jutottam el egy
fajspecifikus LTR-régioba. Az altalam kapott szekvencidkat az NCBI GenBank adatbazisaban
talalhato szekvenciakhoz hasonlitottam a Blastx-keresé alkalmazasaval. A retrotranszpozonszerii
szekvencidkat a DNAStar programcsomag (Lasergene) SeqMan programjaval illesztettem 0ssze. Az
S-SAP-vizsgalatot Waugh és munkatarsai (1997) szerint, az altalam meghatarozott LTR-régiora
tervezett probaval harminc napraforgorol, szerbtovisrél ¢€s évelé napraforgérdl szarmazo

egysporangium-vonalakon végeztem el.

Izoenzimmintazatok dsszehasonlité vizsgalata

Harminc6t egysporangium-vonalat és tiz szantofoldi izolatumot vizsgaltam, amelyekbdl 41
minta napraforgdrél, harom szerbtdvisrdl és egy éveld napraforgordl szarmazott. A vizsgalatot a
Helena Laboratories (Beaumont, Texas) Super Z-12 applikator egységcsomag eszkozeivel

végeztem a Laday és munkatarsai (2000) modszerével el6készitett mintakon. A reagenseket a
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Sigma-Aldrich Kft-t6l szereztem be, a Titan III celluldz-acetat-géleket (Helena Laboratories)
készen vésaroltam. Az elektroforézist Hebert és Beaton (1993) leirasa szerint végeztem. Osszesen
16 kiilonboz6é enzimreakciot agartartalmi festéelegy feliilrétegzéses modszerrel vizsgaltam. A
kiilonb6z6 enzimreakciok kimutatasat a Helena Laboratories altal kiadott kézikényv alapjan
végeztem (Hebert és Beaton, 1993). A polimorfizmust mutatd enzimek egyes alléljait a felvitel
helyétdl szamitott relativ futdsi tdvolsdguk (relativ mobilitdsuk, RM) alapjan neveztem meg. A
mintakat végiil az egyes enzimekkel kapott RM-értékek alapjan multilokusz-fenotipus (MLP)

csoportokba soroltam.



EREDMENYEK

Napraforgorol szarmazo Plasmopara halstedii virulenciavaltozékonysaga

A napraforgordl szarmazo, hazai gyijtést 100, 330, 700, 710 és 730-as virulencia-
fenotipusba tartozo tiz izolatum egysporangium-vonalai kozott a sziiléi, azaz a kiindulasi
virulenciakarakter mellett eltér6 tipusok is megjelentek, azaz a szant6foldi mintak
virulenciadsszetétel szempontjabol szegregalddtak. Tovabba, kimutathatok voltak kozottik hazai
szant6foldi mintak elemzésekor eddig még nem izolalt virulencia-fenotipusok, mint példaul a 300-

as ¢és a 310-es patotipus.

Szerbtovisrol szarmazé Plasmopara-fajok fenotipusos jellemzése

Xanthium strumariumroél, azaz a szerbtovisrdl gytjtott X03 izolatum fert6zte a napraforgo6t, és
a koérokozo sporulalt a megbetegitett novényi részeken. A fert6zott napraforgondvények erdsen
torpiiltek, a hipokotilon barnas elszinez6dés, szoveti nekrozis alakult Ki. A novények egy részén
gyokér- és csirandvényelhalds, az Un. damping-off tiinetei jelentkeztek. A fert6zés azonban a
sziklevélre korlatozodd maradt, és a korokozd nem kolonizalta a sziklevél folott talalhatd valodi
szoveteket, igy a tipikus peronoszporas tiinet, a lomblevél klorozisa nem alakult Ki.

Az X03 izolatum napraforgdn képzodott sporangiumaival sikeresen visszafertoztiik az eredeti
gazdanovényét, a szerbtovist, ahol kialakultak a peronoszporas fertézésre utalo tiinetek, a sporulacio
és a klorozis. A szerbtovisrdl szarmazo XO03 izoldtum Sporangiumtartojat monopodialis
eldgazasunak taldltam. A rajzospoérak kifejlddése kevesebb mint egy orat vett igénybe és
sporangiumonként 4-13, atlagosan 6 darab rajzospora fejlodott. Ez az izolatum laboratoriumi
koriilmények kozott a napraforgot csirandvénykorban szisztemikusan megfertozte. A fertdzott
napraforgd gyokérszovetében kialakult a korokozo ivaros szaporitoképlete, az oospora. Az X03
izolatum a differenciald fajtasoron 717 (CLI) tipusu virulenciakaraktert mutatott és érzékenynek
bizonyult a metalaxillal szemben. Az izolatum zsirsavmintazata statisztikailag eltért a napraforgot

fert6z6 Plasmopara-fajra jellemzoktol.



A kiilonbo6z6 gazdanovényekrol szarmazo izolatumok molekularis genetikai vizsgalata

A RAPD-mintazatok multidimenziés értékelése négy csoportba kiilonitette el a hazai
napraforgordl szarmazé izolatumokat. Az elsé csoportba tartozd izolatumok kozott az eredeti
europai 100-as patotipus kivételével megtalalhatd volt mindegyik nalunk eléforduld virulenciatipust
képviseld izolatum, nevezetesen a 330, 700, 710 és 730. A masodik csoportba tartozo izolatumok a
100-as és a 700-as patotipust képviselték, mig a harmadik csoport a 330-as és 730-as izolatumot
tartalmazta. EQy negyedik, kiil6nalldo csoportot alkotott a 100-as patotipust képviseld, 2001-ben

1zolalt minta.

Az iISSR-médszerrel mindharom gazdanévényrél, a napraforgérol, a szerbtovisrdl, illetve a
Helianthus x laetiflorusrol szarmaz6 izolatumok esetében is jol reprodukalhaté mintazatot kaptam a
PCR-termékek agarozgél-elektroforézises elvalasztasat kovetden. Jelentds genetikai tavolsagot
tapasztaltam a napraforgordl, illetve a szerbtovisrél szarmazo izolatumok kozott. A szerbtovisrdl
izolalt X03 és annak egysporangium klonja, az X/21 teljesen elkiilontilt a tobbi vizsgalt izolatumtol,
viszont a szerbtovisr6l izolalt X04-es minta iSSR-mintazata a napraforgorol szarmazo
izolatumokhoz hasonlitott. A H. x laetiflorusrél szarmazé izolatum (LAE) mintazata bar kozelebb
allt a napraforgordl szarmazo izolatumokhoz mint a szerbtovisrdl szarmazo X03 minta, mégis
elkiiloniilt a termesztett napraforgorol gyiijtott izolatumoktol. A legtdbb izolatumot tartalmazo,
alacsony variabilitast mutatd csoport, valtozatos foldrajzi eredetil, patotipusu, metalaxilérzékeny €s
-tolerans mintdkat egyarant tartalmazott. Bar a napraforgordl szarmazo izolatumok kozott
azonosithatd volt adott izolatumra jellemz6 egyedi mintazat, a modszerrel kapott valtozékonysagot

nem lehetett virulencia fenotipussal Osszefiiggésbe hozni a vizsgalt mintak esetében.

Az LTR-retrotranszpozon izolalasakor a reverz transzkriptaz génre tervezett degeneralt
primerekkel felszaporitott szakaszok fehérje szinten hasonloésagot mutattak a kozeli rokon
Phytophthora infestansbol izolalt reverz transzkriptaz génszekvenciakkal. A napraforgo-
peronoszporabol szarmazo reverz transzkriptdz génszakaszokbol kiindulva lehetévé valt a
fajspecifikus LTR-régio meghatarozasa és S-SAP-proba tervezése. A retrotranszpozonok inszercios
polimorfizmusan alapulé moédszerrel szant6foldi izolatumokhoz kothetd specifikus mintazat volt
megfigyelhetdé a vizsgalt mintak korében. A szerbtovisrdl és a H. x laetiflorusrol szarmazé
izolatumok gazdandvényeik alapjan elkiiloniiltek a tobbi, napraforgérdl szarmazo izolatumok
csoportjatol. Tehat az S-SAP-modszer lehetdséget adott a kiillonbozd gazdandvényekrdl szarmazo, a

napraforgot fertéz6 P. halstediitél eltérd virulenciajelleget mutato izolatumok azonositasara.



Az ITS-régié eltérd hosszusagu szakaszokat eredményezett a napraforgordl, illetve a
szerbtovisrél szarmazo izolatumok esetében. Az elébbi ITS-régioja egy kb. 2600 bp hosszusagu
szekvenciat eredményezett, ahol az ITS2-régi6 tartalmazott egy olyan 1822 bdazis hosszisagu
pluszszakaszt, ami mas fajok ITS-szakaszaira nem jellemzd, tovabba egyéb, az NCBI-adatbazisban
megtalalhatd szakaszokkal sem mutatott hasonlosagot. Ez az ITS-ekre nem jellemz6é darab
feltételezhetéen négy, egymashoz 87%—91%-ban hasonlo, ismétlédé (repetitiv) szakaszbol épiilt fel.

A szerbtovisrdl gyiijtott X03 izolatum esetében az ITS-felszaporitas még a korabbinal is
hosszabb, mintegy 3225 bazis méretii terméket eredményezett. A két kiilonboz6 gazdandvényrol
szarmaz6 Plasmopara-izolatum ITS1-régidja 92,7%-ban hasonlitott egymasra, mig a konzervativ
5,8S régid 100%-ban megegyezett a két mintaban. A Szerbtovisr6l szarmazd ITS extrém
hosszlisagadt a mintegy 2010 bdzis hosszsagi, mas fajokban eddig még nem azonositott
pluszszakasz, azaz inszerci6 okozta. A kétféle gazdandvényrdl szdrmazoé minta kiillonbozott
egymastol a repetitiv elemek bazisosszetételében ¢€s struktirdjaban egyarant. Az X03 izolatum ITS
alapjan monofiletikus leszarmazastnak tekinthet6 a napraforgot fertézé P. halstedii-fajjal, de attol

kiillonbozik.

A celluloz-acetat-gélelektroforézises vizsgalatok kivitelezéséhez elegendé volt 6sszesen 25
mg minta. Reakcionként mintegy 30-100 pg sporangium és sporangiumtartd kivonatat hasznaltuk
fel. Az enzimek elvalasztasa 20-40 percet vett igénybe. A vizsgalt 16 izoenzim értékelhetdség
alapjan négy csoportot alkotott: nem fest6dd, gyenge jelet ado, rosszul reprodukalhato és végiil a jol
fest6dé csoportot.

A vizsgalt izoenzimek koziil 6ttel kaptunk jol értékelhetd reakciot, nevezetesen az almasav-
dehidrogenaz (MDH), az izocitromsav-dehidrogenaz (IDH), a foszfogliikomutaz (PGM), a savas
foszfataz (APH), és a gliikoz-6-foszfat-dehidrogenaz (G6PDH) enzimekkel, melyek koziil a PGM,
IDH ¢s az MDH enzimeknél talaltunk allélikus eltérésekre utald jeleket. A mintazatok alapjan a
mintakat négy multilokusz-fenotipusba (MLP) lehetett sorolni. Az 1-es MLP tartalmazta az
izolatumok tobbségét, tobbek kozott két szerbtovisrdl szarmazd izolatumot is. A 2-es MLP-re
jellemzé mintazatot egy magyar €s egy szerbiai izolatum 2-2 egysporangium-tenyészetébol
szarmazo izolatumai mellett 6todikként egy németorszagi minta mutatott. A 3-as MLP-be egy
izolatum tartozott, mely a H. x laetiflorusrol szarmazott, mig a 4-es MLP-t a Xanthiumrdl szarmazé

X03 izolatum alkotta.

10



=

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Els6ként bizonyitottuk, hogy a napraforgot a P. halstedii Farl. (Berl. et de Toni) mellett a
szerbtovis korokozdjaként leirt P. angustiterminalis Novot. is fertézheti, és azon ivaros és
ivartalan uton egyarant szaporodik. Megallapitottuk tovabba, hogy szerbtdvisen mind a

Plasmopara halstedii, mind a P. angustiterminalis egyarant eléfordul.

Megallapitottuk, hogy a Plasmopara halstedii egysporangium-tenyészetei a szantofoldi

izolatumra jellemz6 kiindulasi virulencia-fenotipushoz képest szegregalodtak.

Kimutattuk, hogy a Plasmopara halstedii ITS-mérete kdzel 2600 bazis hossza, melynek oka
az ITS2-régioban talalhatdo tobbszords inszercio. Megallapitottuk, hogy a Plasmopara
angustiterminalis ITS-mérete 3225 bazis, mely a Plasmopara halstediihez hasonldan szintén
az ITS2-régioban tartalmaz inszerciot, azonban ennek bazisosszetétele, valamint struktiraja

eltér a P. halstediire jellemzokt6l.

Els6ként mutattuk ki a P. halstediiben Ty-copia tipusu retrotranszpozon elemet, mely LTR-

crer

régiojat sikeresen alkalmaztuk inszercios polimorfizmus vizsgalatara S-SAP-modszerrel.

Elséként vizsgaltuk a P. halstedii izoenzimmintazatat celluloz-acetat-gélelektroforézises
(CAE) mddszerrel, ami alapjan négy multilokuszos fenotipuscsoportba soroltuk a mintakat.

A modszerrel a korokozo nagyfokti homozigdtasagat timasztottuk ala.

Elséként jellemeztiik a szerbtovist fert6z6 Plasmopara angustiterminalis Novot. izolatumot

molekularis genetikai modszerek (ITS, iSSR, izoenzim) alkalmazéséaval.

Kimutattuk, hogy a szerbtovisr6l szarmazoé Plasmopara angustiterminalis Novot.
izolatumok a hazai P. halstediivel szemben rezisztens differencialé vonalakat is fertdzik,

azok sziklevelén sporulaciora képesek.
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KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A fénymikroszkopos megfigyelések eltérést mutattak ki a napraforgordl és a szerbtovisrol
szarmaz6 (XO03) izolatumok kozott a sporangiummorfologia, a zoosporogenezis ideje és a
sporangiumonként képz6dd rajzosporak szama tekintetében. Az utobbinal tapasztalt rovidebb
inkubacids id6 Osszefliggésben lehet az X03 izolatum agresszivitasaval, utalhat annak fokozottabb
¢letképességére, hiszen rovidebb ideig kell fennallnia a fert6zést elindito specialis koriillményeknek.
Az X03 jelii izolatum megfertézte a napraforgdt, azaz patogénnek bizonyult ezen a termesztett
novényen, azonban a fert6zés a sziklevélre korlatoz6dd maradt, vagyis a koérokozé nem kolonizalta
a napraforgd6 masodlagos szoveteit. Ez a jelenség kérdésessé tette az XO03 izoldtum faji
elkiilonitését, illetve azonossagat a Plasmopara halstediivel. Tovabbi vizsgalatok alatimasztottak
ezt a felvetést, amelyeknek eredményeképpen ezt az X03-as izolatumot egy masik Plasmopara-faj,
a P. angustiterminalis Novot. tagjanak tekintettiik.

Vizsgalataink soran a szerbtovisrdl tovabbi, patologiailag eltérd mintakat is jellemeztiink, az
egyik P. angustiterminalis (X03), mig masik kett6 (X02 és X04) P. halstedii tipusunak mutatkozott.
Ez az eredmény aldtdmasztotta azt a korabbi megfigyelést, miszerint a szerbtdvis természetes
gazdandvénye a napraforgd-peronoszpora korokozojanak. Mindezek figyelembevételével, joggal
feltételezhetjiik tehat, hogy a szerbtovisen talalhato P. angustiterminalis fertézési forrasként szolgal
a napraforgd peronoszporas megbetegitéséhez. Nem zéarhato ki tovabbad annak a lehetdsége sem,
hogy a szerbtovisen, illetve az arvakelésti napraforgon a kétféle Plasmopara-faj egyiittes fert6zése
esetén alkalom adodhat a fajok kozotti genetikai kolcsonhatasra, utat nyitva ezzel uj, virulens
kombinaciok kialakulasahoz.

A Kkisérletekbe vont, hazai gyijtésii, napraforgordl szarmazo P. halstedii szant6foldi
izolatumainak egysporangium-vonalai a sziildi, azaz kiindulasi izolatum virulenciakaraktere mellett,
attol eltérd tipusokat is tartalmaztak, s6t hazankban eddig szant6foldon nem izolalt virulencia-
fenotipusokat is azonositottunk. Ezen eredmények értelmében egyes szant6foldi izolatumok kevert
mikropopulacionak tekinthetdek virulencia-fenotipus szempontjabol. A virulencidban tapasztalt
ilyen mértékii valtozékonysag egyben széles korli forrast biztosit a gazdandvényfiiggd korokozod
tulélésére. A korokozd valtozékonysagabol adodo veszélyforrasnak hathatos ellenszere lehet a
tartds rezisztencidra irdnyuld nemesités, valamint a kémiai védelem hatékonysaganak megorzése,
illetve e kett6 egyiittes alkalmazasa.

A zsirsavmintazat-vizsgalatok soran kiilonbséget kaptunk a kétféle Plasmopara-izolatum
kozott, ez azonban nem bizonyult elegendének sem a fajon beliili valtozatok, sem a kozelrokon
fajok hatdrainak tisztazasara, ezért célszeriinek tartottuk mas moddszerekkel is alatdmasztani

eredményeinket.
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A kisérleteinkben alkalmazott molekularis modszerek (RAPD, iSSR, S-SAP és CAE) a
napraforgot fertézé P. halstedii-izolatumok nagyfoku genetikai hasonlosagara vilagitottak ra a
véltozatos virulenciakombinacidju izolatumok korében. Ebbdl a szempontbdl nem mutatkozott
eltérés a csak hazai izolatumok valtozékonysagat vizsgald6 RAPD-modszernél tapasztaltak és a
kiilfoldi mintak bevonasaval késziilt tovabbi vizsgalatok kozott. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy
az izolatumok kozotti virulenciaeltérések hatterében minimalis genetikai valtozasok allnak, melyet
korabban mar gabonarozsdak esetében is megfigyeltek. Ugyanakkor mindegyik molekularis
modszerrel alcsoportok elkiiloniilését lehetett megfigyelni az amigy nagy hasonldésagat mutato
izolatumok kozott. Ennek jelentdsége lehet a korokozo térben és idében torténd monitorozasaban
annak ellenére, hogy virulencia-fenotipusra nem tudtunk kovetkeztetni az eredmények alapjan.

Mind az iISSR-, mind az S-SAP- és a CAE-moddszerek bizonyitottak a napraforgét fert6zo,
azonban patologiai és virulencia szempontbol eltéré tulajdonsdgokat mutatod, egyéb (szerbtdvis,
ével6 napraforgo) gazdandvényekr6l szarmazo P. angustiterminalis-izolatumok genetikai tavolsagat
a termesztett napraforgorol szarmazo izolatumoktol. Ugy tiinik tehat, hogy az altalunk alkalmazott
modszerek lehetéséget teremtenek a morfoldgiailag hasonld P. halstedii-fajkomplexumba tartozo
izolatumok fajszinti, illetve patoldgiai jellemzdinek meghatarozasara.

A faji hovatartozas kérdéskorének tisztazasaban kiilonosen informativ lehet a konzervativ és
valtozékony szakaszokat egyarant tartalmazo ITS jellemzése. A Plasmopara-izolatumok esetében
az ITS-vizsgalatokat nehezitette, hogy az eddig tanulmanyozott fajokhoz képest a P. halstediit 3-4-
szer hosszabb ITS-szakasz jellemezte. A hosszl szakaszok vizsgalatahoz jo mindségii és megfeleld
mennyiségli DNS-re van sziikkség, ami a gazdanovényfiiggd, biotrof korokozok esetében a
fenntartds €s a szaporitas miatt egyarant nehézségekbe litkdzik. Herbariumi anyagok vizsgalata
szélesebb korben adna alkalmat a Plasmopara-fajkomplex kiilonb6z6 gazdandvényekrdl szarmazo
mintainak Osszehasonlitasara. Azonban a kinyerheté nukleinsav mindsége meghatarozza a
felszaporithato szakaszok méretét. gy példaul a teljes ITS vizsgalata, méretébdl adodoan, kétséges
lehet a jelenleg ismert PCR-technikakkal.

Kisérleteink alapjan elmondhatd, hogy a konzervativ LSU-szakasz részleges jellemzése
alkalmasnak mutatkozik fajszintii filogenetikai vizsgalatokra, amely esetiinkben IS ravilagitott a P.

angustiterminalis és a P. halstedii kozotti genetikai kiilonbségekre.
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